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69 Hémolysierlésung, Verwendung einer solchen fiir dle Bestimmung von Glucose im Blut, und Hamolyseverfahren.

6) Eine wiésserige Hdmolysierlgsung, die nach Vermischen
mit Biut dessen Glucosegehalt zu bestimmen erlaubt, ent-
hélt als geloste Bestandteile im wesentlichen einen Puffer
(z. B. Phosphatpuffer pH 7,6), Natriumchlorid, mindestens
einen Chelatbildner (z. B. EDTA) und mindestens ein Ten-
sid (z.B. Polyoxyithylen-10-alkyiphenolather) sowie
zweckméBig noch ein Alkaliazid (z. B. Natriumazid). Eine
derartige Hamolysierldsung ist praktisch unbegrenzt halt-
bar; die Glucosekonzentration im mit ihr hydrolysiertem
Biut ist nach zwéIf Tagen noch unveréndert.
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Hémolysierldsung und Verfahren zur
Hamolyse von Blut

3

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Hamolysier-
10sung sowie ein Verfahren zur Hémolyse von Blut und

zur Stabilisierung der Glucosekonzentration in hamo-
lysiertem Blut.

Die Bestimmung der Glucosekonzentration im Vollblut
wird wegen des geringen Arbeitsaufwandes einer Be-
stimmung in Plasma oder Serum vorgezogen. Ein weiterer
Vorteil bei der Verwendung von Vollblut besteht darin,
daR bereits eine sehr geringe Menge Blut (z.B. 20 ul)
fiir eine Bestimmung ausreicht. In der entnommenen Blut-
probe bewirken jedoch die in den Erythrozyten ent-
haltenen Enzyme einen glykolytischen Abbau der vor-
handenen Glucose. Aus diesem Grund muf die Glucose-
bestimmung entweder unverziiglich nach der Blutentnahme
durchgefiihrt werden oder die Glykolyse muB8 durch ge-
eignete Methoden inhibiert werden. Die Inhibierung
kann sowohl in.isotonischer Lésung ohne Hdmolyse er-
folgen als auch nach der Hamolyse der Probe, die z.B.

durch osmotischen Schock oder mittels Digitonin hervor-
gerufen werden kann.

In der Literatur sind bereits eine Reihe von Inhibitoren
der Glykolyse beschrieben worden, z.B. Fluoride, Halogen-
acetate, N-Alkylmaleinimide, Essigsdure usw. Der Haupt-
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nachteil der bekannten, diese Inhibitoren enthaltenden
Hamolysierldsungen fiir die Glucosebestimmung in Vollblut
besteht darin, daf diese L&sungen entweder nur eine be-
grenzte Zeit stabil sind oder die Glykolyse nicht voll-
stdndig inhibieren. So betr&dgt z.B. die Haltbarkeit der
Hadmolysierldsung nach der DE-AS 18 13 848 nur etwa 3-4
Wochen, d.h., diese L&sungen miissen in geringen Zeitab-
stidnden frisch angesetzt werden, um sicher zu sein, da8
sie noch voll funktionsfdhig sind.

‘Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine H&moly-

sierldsung filir die Glucosebestimmung im Vollblut zur Ver-
fiigung zu stellen, die gut hdmolysiert, die Glykolyse
hemmt und praktisch unbegrenzt haltbar ist.

ErfindungsgemdB wurde diese Aufgabe durch eine Ha&moly-
sierlésung gelést, die neben einem Puffer und Natrium-
chlorid einen Chelatbildner und ein Tensid enthilt.

Gegenstand der Erfindung ist demnach eine Hamolysierldsung
fiir die Glucosebestimmung im Blut, die im wesentlichen
einen Puffer und Natriumchlorid enthdlt und die gekenn-
zeichnet ist durch einen Gehalt an mindestens einem
Chelatbildner und mindestens einem Tensid.

Ferner umfaB8t der Gegenstand der Erfindung ein Verfahren
zur Hamolyse von Blut und zur Stabilisierung der enthal-
tenen Glucosekonzentration, das dadurch gekennzeichnet ist,
daB8 man Vollblut mit einer wdBrigen Hamolysierldsung be-
handelt, die im wesentlichen Puffer, Natriumchlorid,
Chelatbildner und Tensid enthdlt.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung besteht in der Ver-
wendung einer Kombination aus mindestens einem Chelatbild-
ner und mindestens einem Tensid in Hamolysierl&sungen

fiir die Glucosebestimmung im Blut.
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Uberraschenderweise hat sich gezeigt, daB die Kombina-
tion aus Chelatbildner und Tensid eine vollstédndige In-
hibierung der Glykolyse im H&molysat bewirkt und auBer-
dem eine stabile Hamolysierl6sung erhalten wird. Chelat-
bildner wie Athylendiamintetraacetat, die durch Komplexie-
rung zweiwertiger Metallkationen eine Reihe von Enzymen
der Glykolyse zu inhibieren vermdgen, sind bisher nicht
als Stabilisatoren in Hamolysierldsungen verwendet wor-
den, weil Chelatbildner allein keine effektive Hemmung
der Glykolyse im Blut bewirken; bei einer Athylendiamin-
tetraacetatkonzentration von z.B. 1 g/1 wird die im Blut
enthaltene Glucose vielmehr abgebaut. Die Glucosekonzen-
tration im mit der erfindungsgemifen Hamolysierlésung
hergestellten Hémolysat ist dagegen nach 12 Tagen immer
noch unverdndert. Ein zus&tzlicher Vorteil der erfin-
dungsgemdfen Hamolysierldsung besteht darin, daB im
Hamolysat keine Triilbung auftritt.

Als Tenside eignen sich ionische Tenside, wie Natriumdo-
decylsulfat, Cetyltrimethylammoniumbromid, Laurylsarkosin
oder Tauroglycocholat, vor allem nichtionische Tenside,
vorzugsweise Alkylphenolpolyglykoldther.

Geeignete Chelatbildner sind z.B. Athylendiamintetra-
acetat, Nitrilotriacetat, Cyclohexylen-{(1,2)-dinitri-
lotetraacetat, Didthylentriaminpentaacetat, Bis-
(aminodthyl)~glykoldther-N,N,N’ ,N’-tetraacetat, vor-
zugsweise Athylendiamintetraacetat.

In der Hamolysierlosung kdnnen jeweils auch Kombinationen
der Chelatbildner und Tenside eingesetzt werden.
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Die erfindungsgemiBe Himolysierldsung enthilt die
Tenside in einer Konzentration von 1 - 4 g/1, vor-
zugsweise 2 g/1; die Chelatbildner sind in einer

Konzentration von 0,5 bis 2 g/l, vorzugsweise 1 g/l
enthalten.

Die Hamolysierldsung enthdlt dariiber hinaus noch min-
destens einen Puffer und Natriumchlorid. Der Puffer
dient dazu, den pH-Wert der Hamolysierldsung in einem
fiir die Glucosebestimmung geeigneten Bereich von etwa
6 - 8 einzustellen. Als geeignete Puffer haben sich
z.B. Phosphat-, Tris-, Tridthanolamin- oder Imidazol-
puffer in einer Konzentration von 50 - 500 mmol/l er-
wiesen, bevorzugt wird ein Phosphatpuffer vom pH-Wert
7,6 in einer Konzentration von 120 mmol/l verwendet.
Die Natriumchloridkonzentration sollte gréBSer als 0,8
mol/l sein, vorzugsweise etwa 1 mol/l.

Zur Vermeidung mikrobieller Kontamination k&énnen noch
5 - 120 mmol/l eines Alkaliazids zugesetzt werden, vor-
zugsweise 14 mmol/l1 Natriumazid.

Die Hamolyse von Vollblut unter gleichzeitiger Stabili-~
sierung der enthaltenen Glucosekonzentration erfolgt

in der Weise, daB man das zu untersuchende Vollblut mit
der erfindungsgemdBen wdBrigen Hamolysierldsung auf-
nimmt und anschlieBend oder aber erst nach einigen Tagen
mit dieser Losung die enzymatische Glucosebestimmung nach
den iiblichen Methoden vornimmt.
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Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele ndher
erlautert.

Beispiel 1

20 pl Blut werden unmittelbar nach der Blutab-
nahme in 2 ml einer Himolysierldsung aufgenommen, die
folgende Zusammensetzung hat:

120 mmol/l Phosphatpuffer, pH 7,6
1 mol/1 Natriumchlorid
14 mmol/l Natriumazid
1 g/1 Athylendiamintetraacetat und
2 g/1 Polyoxydthylen-10-alkylphenoldther (Lutensol(R)
AP 10).

1 ml dieser Losung wird in eine Kiivette pipettiert und mit
2 ml Pufferldésung folgender Zusammensetzung versetzt:

120 mmol/1 Phosphatpuffer, pH 7,6

150 mmol/1 Natriumchlorid

14 mmol/l Natriumazid

2,8 mmol/l Athylendiamintetraacetat

3,6 mmol/]l Nicotinamidadenindinucleotid und
150 U/1 Mutarotase.

Die Extinktion der Ldsung wird bei einer Wellenldnge von
340 nm oder mit Filter Hg 334 oder Hg 365 gemessen, dann
wird durch Zugabe von 20 pl Enzymldésung, die 500 kU/1 Glu-
cosedehydrogenase enthdlt, die Reaktion gestartet. Nach
etwa 5 Minuten ist die Reaktion beendet und die Extinktion
wird abgelesen. Aus der Extinktionsdifferenz A E errechnet
sich die Glucosekonzentration der untersuchten Probe nach
der Gleichung:
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Glucosekonzentration ¢ = A E334 X 889,2 mg/dl.

Die Glucosekonzentration bleibt i{iber Wochen konstant, die
Hamolysierldsung ist unbegrenzt stabil.

Beispiel 2

Analog Beispiel 1 wurde die Glucosekonzentration in ei-
ner hamolysierten Blutprobe bestimmt, wobei das H&molysat
in 6 Teile geteilt wurde, die jeweils im Abstand von ei-
nigen Tagen gemessen und ausgewertet wurden. Zum Vergleich
wurden Blutproben gemessen, die mit einer H&molysierlésung
behandelt waren, die Natriumfluorid an Stelle der Kombina-
tion aus Chelatbildner und Tensid enthielt.

Die nachstehende Tabelle gibt die Glucosekonzentration
der verschiedenen Hdmolysate in % des Anfangswertes wie-
der. Die Werte wurden mit Proben erhalten, die 70 mg/dl
Glucose enthielten.

Aufbewahrungszeit (Tage)

Stabilisator 1 2 5 7 9 12
EDTA 1,0 g/1

Tensid 2,0 g/1 102 103 103 102 102 103
NaF 0,5 g/1 98,7 94,1 88,3 86,3 86,3 78,5

Aus der Tabelle geht hervor, daB die Glucosekonzentration
in den mit der erfindungsgemdfen Hiamolysierlésung herge-
stellten Hamolysaten im Versuchszeitraum konstant bleibt,
wdhrend in den Natriumfluorid enthaltenden H&molysaten die
Glucosekonzentration stadndig abnimmt.
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Hémolysierldsung fiir die Glucosebestimmung im
Blut, im wesentlichen enthaltend einen Puffer
und Natriumchlorid, gekennzeichnet durch einen
Gehalt an mindestens einem Chelatbildner und
mindestens einem Tensid.

Hamolysierl&ésung nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, daB8 als Tenside nichtionische Tenside
enthalten sind.

Hémolysierlésung nach den Anspriichen 1 und 2, da-
durch gekennzeichnet, daB als Tenside Alkylphenol-
polyglykoldther enthalten sind.

Haémolysierldsung nach den Anspriichen 1 bis 3, da-
durch gekennzeichnet, daB8 als Chelatbildner Athylen-
diamintetraacetat, Nitrilotriacetat, Cyclohexylen-
(1,2)-dinitrilotetraacetat, Didthylentriaminpenta-
acetat und/oder Bis-(aminodthyl)-glykol&dther-N,N,

N’ ,N’~tetraacetat enthalten sind.
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Hiamolysierldsung nach den Anspriichen 1 bis 4, da-
durch gekennzeichnet, daB8 die Tenside in einer
Konzentration von 1 bis 4 g/1 enthalten sind.

Hamolysierldsung nach den Anspriichen 1 bis 5, da-
durch gekennzeichnet, daf die Chelatbildner in
einer Konzentration von 0,5 bis 2 g/1 enthalten
sind.

Hémolysierldsung nach den Anspriichen 1 bis 6, da-
durch gekennzeichnet, daB8 zusdtzlich Natriumazid
enthalten ist.

Verfahren zur Hdmolyse von Blut und zur Stabili-
sierung der enthaltenen Glucosekonzentration, da-
durch gekennzeichnet, daB man Vollblut mit einer

wadBrigen Hamolysierldsung behandelt, die im wesent-

lichen Puffer, Natriumchlorid, Chelatblldner und
Tensid enthdlt. .

Verwendung einer Kombination aus mindestens einem
Chelatbildner und mindestens einem Tensid in
Hémolysierldsungen fiir die Glucosebestimmung im
Blut.
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